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Oponentsky posudek doktorské dizertaéni prace Mer. Barbary Elsnicové .. Ultrastrukturalni

charakteristiky a ontogenetické vztahy hemocytt klist'at vypracované na Biologické fakulté

Jihoteské Univerzity v Ceskych Bud&jovicich v roce 2005.

Piedlozena prace je ve formée dnes jiZ méné béZného spisu bez zahrnuti publikovanych
Clank. Sestava z 51 stran vlastniho textu a 15 pfiloh — tabulek, matic pro fylogenetickou
analyzu, kladogrami a fotografické dokumentace, o celkovém rozsahu 26 stran. Prace je
¢lenéna klasickym zptisobem na tivod, metodiky, vysledky, diskusi a zavére¢né shrnuti
nejdulezitéjsich vysledk.

V uvodu podava autorka solidni piehled literarnich udajii o hemocytech ¢lenovei —
jejich morfologii, ultrastruktufe, klasifikaci a vénuje se bliZze problémtim a nesrovnalostem
v jejich popisech a nazvoslovi. Zvlastni ¢ast je vénovana hemocytiim klist'at, kde je situace
v klasifikaci podobné nepiehledna jako u ostatnich skupin ¢lenovell. Zahrnuty jsou i poznatky
o ontogenezi hemocytli — hematopoiezi, proliferaci a diferenciaci. Zavérem zmifiuje poznatky
o novych pfistupech k typizaci hemocyti pomoci molekularnich markerd, jelikoZ stavajici
morfologické a ultrastrukturalni popisy se ukazuji jako nedostate¢né a limitujici. Celkové
pusobi tivodni pfehled ucelenym dojmem a ukazuje, Ze autorka mé o problematice prehled a
porozuméla ji. V této ¢asti chei upozornit pouze na gramatickou nejednotnost psani nékterych
vyrazu (organizmus X mechanismus, plasmatocyty x cytoplazma, mezoderm x mesothorax,
mitoza atp.) a na pravidlo, Ze poprvé zmifiovany druh ma byt vypsan celym rodovym jménem
(str. 6). Rovnéz by mé zajimalo, zda jsou ve ,,spolecnosti kliSt'ataia* béZzné pouZivany vyrazy
,tvrda“ a ,,mékka‘ klistata pro Celedi Ixodidae, resp. Argasidae, nebo zda jde pouze o

autor¢in doslovny pieklad v angli¢tin€ bézné€ uzivanych hard and soft ticks — v Cesky psané

literatufe jsem se s touto terminologii dosud nesetkal.



Nasledna kapitola shrnuje jasné vytéené cile prace, mezi které patii zejména
morfologicka, ultrastrukturalni a cytochemicka charakterizace hemocyti Ixodes ricinus a
Ornithodoros moubata a na zakladé vytipovani vhodnych znaki sestaveni matic pro nasledné
kladistické analyzy.

Kapitola Material a metodiky je rovnéZz pomérné piehledné zpracovana, nékteré
metody by si moZna zaslouZily podrobnéjsi popis pro jejich pozdéjsi reprodukovani (napf.
fedéni lektin — nikde z textu nevyplyva skute¢na koncentrace v mg/ml). Dale je pro
ligandovou afinitni techniku za pouZiti znacenych lektini pouzivan ne zcela spravné vyraz
,imunoafinitni znaceni* vhodny spiSe pro znaceni protilatkami. Je uvadéna poze metoda
nepiimé fluorescence, ackoliv znaCeni FITC-lektiny patfi mezi piimé fluorescencni techniky.
Déle neni uvedeno jakou fluorescencni znackou byl oznacen pouZivany streptavidin, misto
toho je uvedeno zavadégjici ,,biotinylované lektiny s navazanym streptavidinem se jevi jako
Cervené™. V tabulce 1 by bylo vhodné uvést vazebné specifity lektinti — ty jsou uvedeny az
v kapitole vysledky. Navic tyto specifity v kap. 4B2.2 nejsou tiplné nebo jsou nepiesné, napt.
ConA a LCA nejsou specifické pro jen mandzu, ale i glukézu a nékteré dalsi lektiny maji
vy$s§i specifitu k sacharidiim vazanym v fetézcich neZ pro takto uvedené monosacharidy. Na
str. 16 je uveden ,,lead citrat* ackoliv existuje ¢esky ekvivalent a olovo je dostate¢né znamy
prvek. V tabulce 1 je biotin nespravné uveden v kolonce ,,fluorescenéni znacka®. VSechny
zdroje lektint jsou zde uvedeny latinskym ndzvem, pouze concanavalin A trivialnim nazvem
(pochézi z Canavalia ensiformis).

Kapitola Vysledky by zaslouZila pon¢kud prehlednéjsi uspofadani, ackoliv k mnozZstvi
popisnych dat to jisté€ neni jednoducha zalezitost. Cela kapitola nepusobi pfili§ ¢tive,
nevyhodou je i umisténi obrazki a kladogrami vzadu v piiloze — toto je ziejmé dusledek
formy dizertace, v regulérnim ¢lanku by tento problém byl zfejmé odstranén. Jinak obrazova

dokumentace je velmi dobré kvality, originalni vysledky pozorovani jsou podrobné popsany a



zdokumentovany. Na str. 28 se zd4, Ze tabulka 3 je neupln4, jak vyplyva z dalsiho textu,
lektiny LCA a WGA se vazou (ne ,,vazi“, jak autorka n¢kde chybné pouziva) nejen ke
granulocytiim. Na str. 29 odst. 2 autorka uvadi, Ze jmenované markery vykazovaly shodnou
afinitu na urovni fluorescenc¢ni mikroskopie, cozZ nemusi byt v disledku tak jisté, kdyz se dale
ukazuje, Ze existuje vice subtypt granulocytl a plasmatocytii — mohou zde existovat piekryvy
epitopu v riznych typech bunek.

V diskusi prokazuje autorka velmi dobrou schopnost analyzovat vysledky, porovnat je
s udaji v literatufe a vyvodit z nich obecnéjsi zaveéry. V tomto sméru je tato kapitola ,,dobrym
poctenim®, napsana ¢tivé a konzistentn€. Autorka zde opét prokéazala dobré porozuméni
problematice a schopnost samostatného kritického mysleni.

Zaveérem lze fici, ze autorka ziskala originalni vysledky, které jsou de facto jednou z
nemnoha studii s timto metodickym pfistupem, a ukazaly na spravny smér dalsi cesty ve
vyzkumu kliStécich hemocyti — molekularni charakterizaci a antigenni typizaci, nebot” jak se
ukazalo i v této praci, pouha morfologicka a ultrastrukturalni charakterizace mtize vést
k mylnym pfestavam o diferenciaci a prubehu ontogeneze hemocytii. Za vynikajici pfistup a
vysledek povazuji zejména tu Cast prace, kde autorka matematicky hodnoti mozné vyvojové
sméry jednotlivych linii hemocytl a snazi se tak standardizovat a zobjektivnit ziskané
vysledky. Je moZné, Ze pocet typu a klasifikace hemocytli navrzené autorkou se ¢asem zmeéni
na zéakladé zahrnuti dalSich molekularnich markert. V tomto smyslu je jeji prace pilotni
studii. Vzhledem k tomu, Ze studium imunitnich bunék bezobratlych je zatim ,,v pefinkach*
oproti tomu, co je znamo o imunitnich mechanismech obratlovci, hlavné savc, se jedna o
dulezity piispévek k jejich poznani. Doporucuji jejich brzkou publikaci formou ¢lanku.
Dotazy zavérem:

- V obecném textu se hovoii o vzniku dal$ich generaci hemocyti u klistat délenim jiz

diferencovanych typt bunék — byl tento jev pozorovan a potvrzen i ve vasem piipadé ?



- Je jasné, Ze pro ziskani matric a uvedené zpracovani dat neni dileZité k jaké konkrétni
molekule hemocytu se dany marker vaze a Ze dileZité je hlavné standardni zpracovani
materialu, coZ zde bylo dodrZeno. Piesto ale bych se rad zeptal, pro¢ nebyly pro pokusy s
(imuno)fluorescenci pouZzity Zivé hemocyty a zda nékdy byly porovnavany rozdily
v reaktivité zivych a fixovanych hemocytil. Jsou Zivé hemocyty opravdu tolik nachylné
k zachazeni a hrozila by rychla degradace n€kterych typt a tim zkresleni vysledki ?
- Jak se autorka diva na moZnost vyuZiti izolace jednotlivych typi klistécich hemocyti
pomoci metody ,,FACS* (,,fluorescence assisted cell sorting®), popf. jejich izolaci pro dalsi,
tieba ultrastrukturalni, molekularni ¢i biochemickou, typizaci, pomoci napi. lektiny nebo
protilatkami ,,coatovanych* magnetickych ¢astic?

Pies mé pripominky k praci, které jsou pfevazné formalniho charakteru a jisté by byly
odstranény v pribéhu oponentury odeslaného manuscriptu, hodnotim pfedloZenou dizertaci

kladné& a doporucuji po obhajobé jeji pfijeti jako podkladu pro uznani védeckého titulu Ph.D.

V Praze dne 21. 3. 2006 RNDr. Libor Mikes, Ph.D.

“Katedra parazitologie PiF UK Praha
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Oponetsky posudek na doktorskou diserta¢ni praci Mgr.Barbary
Elsnicové: Ultrastrukturalni charaktenstlkv a ontogenetické vztahy
hemocyti klist’at.

Jiz v ivodu tohoto oponentniho posudku musim konstatovat, Ze autorka predlozila
vedecky vyspelou praci. Moderni a v oboru vyzkumu hemocytti vesmés originalni pristupy
nebyvaly v minulosti vZdy obvyklé.

PredloZena disertani prace mé obvyklé €lenéni. Nazev prace dobte vystihuje feSenou
problematiku.

V uvodu autorka shrnuje sou€asny stav znalosti o problematice hemocytu ¢lenovci. Tento
uvod je velmi dobie sestaveny a autorka v ném prokazuje, Ze dobfe vi, o ¢em je v tomto oboru
u jejich pfedchudei fe¢. Studium hemocyti resp. zpracovani vysledki vykazovalo v minulosti
znaky jisté stagnace. Prace byly zaloZeny pfedev§im na morfologickych pfistupech a ty- jak
se ukazalo- nedavaji zrovna v tomto oboru dostateéné odpovédi na celou fadu otazek. Velka
Cast literatury v tomto oboru klasifikovala hemocyty na ty a ty typy, pfi¢emz se vysledky
jednotlivych autort Casto lisily. Ani zahrnuti "ontogeneze hemocyti" nedalo dostadujici
odpovédi. Cely obor ponékud tapal pii snaze vysvétlit zakonitosti vyskytu hemocyti, jejich
klasifikace a vztahy u jednotlivych skupin. To si autorka prace dobfe uv€domila jak pfi
zpracovani té€chto Gvodnich stati, tak pfi vlastnim vyzkumu. Presné to definuje na str.9 v
poslednim odstavci. Ke strukturalni klasifikaci bylo nutné pfidat funkéni vlastnosti a
ontogenetické vztahy. A pifinosem je originalni pfistup autorky v zavedeni zpétné
rekonstrukce vyvoje jednotlivych bunéEnych linii pomoci metod obdobnych rekonstrukci
fylogeneze organizmi. Cela tato problematika je dobfe a ¢tivé zpracovana v uvodnich partiich
(ty zasahuji az do strany 13). Ocenuji zvlasté hledani spravné interpetace rozpornych
vysledkt morfologickych a "funk&nich" (str.12 dole) a to, Ze si autorka uvédomuje vyznam
metodickych pfistupi.

Cile prace a postupy feSeni formuluje autorka naprosto pfesn€. Také "Material a metodiky"
predstavuje soubor silnych vyzkumnych nastroji, z nichZ n€které nebyly v oboru studia
hemocytl béZn€ vyuzivany. Kriticky a fundovany pfistup k interpretaci vysledka
morfologického studia bun€k autorka osvéd¢ila pii rozhodovani o pfitomnosti/nepfitomnosti
ur€itého ultrastrukturniho znaku (str.20).

Chtél bych zvlasté vyzdvihnout obrazovou dokumentaci prace. Obrazky jsou na
profesionalni urovni a Ize je thned bez vétsich tprav publikovat.

V predlozené praci se ukazuje, Ze dostate¢né poznana problematika oboru, dobfe
definované cile, metodické schopnosti a novatorské pfistupy pfinaseji u pfipravenych
vyzkumniki také dobré vysledky. A ty zde evidentné jsou. Spojeni morfologickych
(ultrastrukturnich) dat s daty dynamickymi a nasledna kladisticka analyza obohatily uroven
znalosti v oboru. Diskuze pak zhodnotila doszané vysledky a zasadila je do ramce soucasnych
znalosti. V zavérech prace pak autorka dobfe shrnula to, ¢eho dosahla.



K piedkladané praci nemam zadné zasadni namitky. Nasledn€ uvadim komentate, které¢ mne
napadly v pribéhu ¢teni prace, nameéty do diskuze a n€které pripominky:

poznamka (1) k formalni aprave prace: prace je velmi dobfe €lenéna, coz usnadiiuje orlentam
v textu; naproti tomu obsah prace v uvodu je zde uspofadan nepichledne

poznamka (2) k formalni upravé prace: u knih v "citované Iiteratufe“' (str.44 a dal) uvadét v
citacich knih celkovy pocet stran, jak je to ve védeckych pracich b&zné

poznamka (1) k metodikam: centrifugace materialu slozeného z volnych bun€k miize
vykazovat znamky tfeba i mirné destrukce uZ pfi niZ3ich rychlostech- a zde bylo pouz1to 3 4
tisice rpm- byl zde detekovan né&jaky vliv na hemocyty‘?

poznamka (2) k metodikam: ultrastrukturni metody byly v této praci velmi dobte aphkovény, {
dobré bylo vyuziti akce par osmia pfi postfixaci, snizeni obsahu CO, pti kontrastovani nebo
vyuziti proteinu A pfi aplikaci imunometod.

poznamka k formulaci: véta "LR White umoziiuje zalévani vzorki bez ptedchozi fixaze
parami osmia..." neni pfesna; LR White a fixace parami osmia nejsou v pti¢inné souvislosti

partikule koloidniho zlata u obr.8 nejsou vzhledem k pouzitému zvétSeni a typu obrazku vzdy
dostate¢né viditelné- mozna by pomohl jesté jeden vytez z optimalniho mista pii vétsim
zvétSeni (jen u tohoto obrazku, na dalSich uz je pii vétSim zvétSeni vie v poradku)

chtél bych se zeptat autorky v ¢em spatiuje rozdil mezi granulem (oznaceno gr) a denznim
granulem (oznaceno dg) na obrazku 9? :

Zavérem bych chtél konstatovat, ze pfedlozena dizertaéni prace predstavuje rozsahlou a
metodicky i asoveé naro¢nou studii. Autorka v ni dokazuje, Ze ma piehled o historii oboru
(zde zhodnoceno v literarnich udajich) a dovede své komplexni vysledky s témito udaji
srovnavat a pfedevsim kriticky hodnotit. Ja pak hodnotim predeviim fundovany pfistup
autorky. Po formalni strance je prace velmi kvalitn€ a pe¢livé napsana. V neposledni fad¢ jsou
vysledky velmi dobie obrazové dokumentovany

Doporucuji proto pfedlozenou praci k obhajobe jako jeden z predpok]adu udéleni doktorského
titulu,

V Ceskych Budgjovicich dne 20. biezna 2006

T M

Doc. RNDr. Frantidek Weyda, CSc.
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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Barbary Elsnicové
,Ultrastrukturalni charakteristiky a ontogenetické vztahy hemocytu klistat“

Disertace Mgr. Barbary Elsnicové byla vypracovana pod vedenim Prof. RNDr. Vaclava
Hypsi, CSc. a Prof RNDr. Libora Grubhoffera, CSc. na Biologické fakulté JihoCeské university.
Oba skolitelé patii k pfednim odbornikiim na otazky fylogeneze parasitismu a molekularnich vztahu
mezi parazity a jejich vektory. Pravé tyto zkuSenosti byly vyuzity a aplikovany na studium
ontogenetickych a diferencialnich vztahti hemocyti dvou reprezentativnich druht klist'at. Podobné
jako u jinych bezobratlych je nomenklatura bunéénych typu nepiehledna, dilem vychazejici
historicky z morfologickych kriterii a dilem pfizptisobena modernim cytochemickym,
imunocytochemickym a molekularné biologickym metodam. Disertace tak vnasi kombinaci
morfologického, ultrastrukturalniho a imunocytochemického pohledu nové svétlo do oblasti

diferenciace a nazvoslovi hemocytt klist'at.

Po formalni strance je disertace rozdélena obvyklym zpisobem. Zalina zdafilym literarnim
piehledem, ktery je vénovan charakterizaci hemocytu a jejich diferenciaci a uloze. Po jasné definici
cilti disertace jsou dostate¢né detailné a Gcelné popsany pouZzité metodické pristupy. Vysledkova
Cast je doplnéna tabulkovou, grafickou a velmi kvalitni obrazovou pfilohou. Ziskané vysledky jsou

véené, priméfené zdrzenlivé a kriticky diskutovany a zavérem jsou vystizn€ shrnuty.

Barbafe Elsnicové se podafilo definovat dvé homologické linie hemocytli — nefagocytujici
linii granulocytd typu II a linii fagocytarnich hemocytd zahrnujici plasmatocyty a granulocyty
typu 1. Toto déleni je dileZité, protoze odrazi funk&ni vlastnosti bunék vice nez pouze morfologicka
kriteria. Dale bylo sestaveno diferenciani schéma jednotlivych subpopulaci hemocyti. Zajimavy je
popis subpopulace sferulocytii ptitomnych pouze u klistaka Ornithodoros moubata a nikoliv

u druhého modelu /xodes ricinus.
Disertace je napsana piehledné, vyjime&né ¢tivym stylem. Pies velmi peclive zpracovani vsak
zatadil Sotek a misty se objevuji Gsmévné chybiCky (napi. prohlaseni, ze tato magisterska

diplomova prace byla vypracovana...., ze Sesti zakladnich kategorii hemocytu je vyjmenovano sedm

Tel.: 24106 2345, 29644 2345 Fax: 24172 11 43
E-mail: mbilej@biomed.cas.cz



- str. 2). Piekvapivé jsem v disertaci neobjevil ani zminku, ze vétSina vysledku byla publikovana
v impaktovaném casopise Fxperimental and Applied Acarology. Nevim, zda je k tomu n&aky
divod nebo je to jen skromnosti, osobné to povazuji za velky klad doktorské prace (a u nékterych
oborovych rad i za podminku obhajoby). K praci nemam zadné koncep¢ni ani faktické pripominky,

nicméné bych rad polozil dvé spise diskusni otazky.

e Obecné jsou nadorova onemocnéni bezobratlych prakticky neznama, ale presto se v posledni
- dobé vzacné objevuji prace o hematopoetickych chorobach zejména u ¢lenovcu (napt. Gateff

E.: Hematopoietic disorders in invertebrates. In: Soderhéll K., Iwanaga S., Vasta G.R. (Eds.)

New Directions in Invertebrate Immunology, SOS Publications, Fair Haven, 1996, pp.1-21).

Pti studiu bylo zpracovano tGctyhodné mnozstvi cytologickych preparati. Zaznamenali jste

néjaké znamky hematopoetickych chorob nebo maligniho zvratu?

e Ocenil jsem, ze pro charakterizaci hemocytl byly pouzity lektiny nebo vlastni protilatky proti
jednotlivym subpopulacim. Casto jsou totiz pouzivany bez vétsiho opodstatnéni protilatky

. proti markerum sav¢ich bunék. Na druhou stranu vsak takovéto pokusy pfi pouziti protilatek
proti evoluéné starym povrchovym molekulam mohou byt uzite€né. Zkouseli jste 1 jiné

protilatky?

Mgr. Barbara Elsnicova, splnila vSechny vytéené cile 1 naroky kladené na disertatni praci a
prokazala schopnost samostatné védecké prace. Z tohoto divodu hodnotim jeji disertaci pozitivné a

doporucuji k obhajobé védecke hodnosti PhD.

L L A

Praha, 8. 3. 2006 RNDr. Martin Bilej, PrSc.





